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0 dladjuvierte Vaccina und V art ah ran xu Ihrar Heretellung. 

© Eft wird ein Verfahren zur Adjuvierung einer Vaccine 
betchrleben, in welchem einer Amigenlosung ain 6t, ein 
Sorbiten-oleat, eine Verbindung der Formel I 


H0(CH 2 O),<CHCH 7 O) b <CH,CH 2 O) e H 


CH, 


I 


mil einem MolekuJergewicht von 4000 bis 5500, wobei e und 
c atatistisch gleich stnd und b eine aoiche Zahl bedeutet, daS 
das Gewichisverhaltnis des Oxyethyienenteils zu dem Oxy- 
propylene ntei I 7:3 bis 9:1 ist, gegebenenfails ein Polyoxy- 
ethylen-aorbitan-monooleat, gegebenenfails Glycerin und 
gegebenenfails ein rnineralisches Adjuvans, Saponin und 
Oder ein al$ adjuvierend bekannter Pflanzanextrakt zugesetzt 
wird, sowie eine euf diese Weise adjuvierte Vaccine. 


Q. 
UJ 


Croydon Prtnr*ig Company LlO 


BEHRINGWERKE AKTIENGESELLCC11A7T 


HOC Bft/B 025 Dr. HA 

0187286 


Oladjuvierte Vaccine und Verfahren zu ihrer Herstellung 


Die Erfindung betrifft eine Cladjuvierte Vaccine Bowie 
ein Verfahren zu ihrer Herstellung, 

Viele Antigene sind so wenig immunogen, daB Bie bei einer 
einmaligen Injektion in ein Tier keine meBbare oder nur 
eine geringe Immunantwort auslCsen, eo daB aie nicht ohne 
weiteres als Impfstoff verwendet werden kfinnen. Die 
antigene Wirksarakeit kann verstSrkt werden , indem diese 
Antigene mit einem Immunstimulator oder Adjuvans zusammen 
angewendet werden. Die meisten inaktivierten Virus-und 
Bakterienvaccinen enthalten aus diesem Grund Adjuvantien. 

Es ist bekannt, wSssrige AntigenlCsungen durch Emulgieren 
mat Mineral- oder Pflanzenfilen zu adjuvieren* 

Solche Emuisionen, besonders MineralClemulsionen, werden 
jedoch lokal schlecht vertragen. Deshalb werden solche 
Emulsionen oft intrarauskulSr angewandt, urn eine bessere 
VertrSglichkeit vorzutSuschen. Da sich jedoch an der 
Injektionsstelle ein steriler AbszeB entwickelt, wird 
dieses Vorgehen aus fleischbeschaurechtlichen Grlinden 
bei Nutztieren zunehmend abgelehnt. Weiterhin sind 
Olemulsionsvaccinen verhSltnismSBig viskos, wodurch der 
Umgang mit ihnen erschwert ist. Der Olgehalt solcher 
Vaccinen liegt flblicherweise zwischen 30 und 50 *. Eine 
Verringerung des Olgehaltes ist nicht mfiglich, da die 
Vaccinen dann pastenartig wlirden und nicht xnehr injiziert 
werden kCnnen. Weiterhin benfitigt man fiir jedes 01 einen 
fur dieses 01 geeigneten spezifischen Emulgator. 
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Es wurde nun ttberraBChenderweise g f widen f daB eine 
Kombination ines 01s mit bestimmten Emulgator n zur 
Adjuvierung- von Vaccinen geei^net ist, wobei die gerade 
beschriebenen Nachteile nicht beobachtet werden. 

Gegenstand der Erfindung ist daher eine Vaccine enthal- 
tend eine w&ssrige Antigenlosung und eine Adjuvans-Emul- 
sion gekennzeichnet durch einen Gehalt an einem 01, einem 
Sorbitan-Oleat, einer Verbindung der Formel I 

HO(CH 2 0) a (CHCH 2 0) b (CH 2 CH 2 0} c H I 

xnit eine* Molekulargewicht von 4000 bis 5500, wobei a ™d 
c statistisch gleich sind und b eine solche Zahl bedeu- 
tet daB das Gewichtsverhaltnis des Oxyethylenanteils zu 
dem'oxypropylenanteil 7:3 bis 9:1 ist, gegebenen falls 
einem Poiyoxyethylen-sorbitan-monooleat und gegebenen- 

falls Glycerin. 

Das 01 kann ein Mineral- oder ein Pflanzen61 sein Die 
adjuvierenden Bestandteile verden vorteilhaf terweise vor 
der Zugabe zu der wassrigen Antigenlttsung miteinander 
veonischt und mit einer wSssrigen Phase exnulgiert, bevor 
sie der Antigenlcsung zugesetzt werden. 

Das Sorbitan-Oleat ist ein Mono- oder Trioleat, vorzugs- 
veise ein Monooleat. 

Bevorzugt enthSlt eine solche Vaccine eine Adjuvans-Emul- 
sion, die 5-20 ml, vorzugsweise 8-12 ml, eines 01s, 
vorzugsweise Mineralcl, 0,5-10 ml, vorzugsweise 1-5 ml, 
■ sorbitan-Oleat und 0,5-10 g, vorzugsweise 1-4 g, einer 
Verbindung der Formel I auf 100 ml enthalt. 
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Gegebenenfalls enthMlt di se weiterhin 0,5-10 g, vorzugs- 
weise 0,5-4 g, eines Polyoxyethylen-sobitan-monooleats 
und geg b nenfalls 0,5-10, vorzugsweise 0,5-3 ml, Glyce- 
rin auf 100 ml. 

Das VolumenverhSltnis von wSssriger AntigenlCsung zu 
Adjuvans-Emulsion kann 0,5 bis 2, vorzugsweise 0,8 bis 
1,2 betragen. 

Als MineralCl werden Bayol* F Oder Marcol* 52 bevorzugt. 
Es kCnnen aber auch Paraffinei (rein weiB Merck) , Drakeol* 
Oder Miglyol* verwendet werden. 

Das Antigen kann vor allein ein Virus-, Bakterien-, Zell- 
oder Proteinantigen sein. 

Als weitere immunstimulatorische Substanzen kGnnen 
iibliche Adjuvantien wie Saponin und weiterhin Pflanzenex- 
trakte, Aluminiurahydroxid, Aluminiurophosphat, Kaolin, 
Bentonit, Kieselgur oder KieselsSuren zugesetzt werden. 

Die erfindungsgemHBe Adjuvierung bewirkt eine hfihere 
Irnmunstimulation verglichen mit den Verfahren des Standes 
der Technik. 

Die dazu nStige Menge an Adjuvans ist geringer als bei 
bekannten Verfahren, Es werden vorzugsweise solche Mengen 
verwendet, daB in der Vaccine bis zu 15 ml Adjuvans in 
100 ml fertiger Vaccine enthalten sind. Es kCnnen aber 
auch grCBere Mengen an Adjuvans zugegeben werden. 

In der Kegel geniigt einfaches Schtitteln einer wSssrigen 
AntigenlCsung mit einem erf indungsgemSBen Adjuvansge- 
misch, urn eine stabile Emulsion zu erhalten. 
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Di Vaccinen kBnnen ttbliche Hilis- oder Zusatsstoff 
enthalten. 

Die folgenden Beispiel sollen die Erfindung erlautern. 
Beispiel 1 


Herstellung einer a d-^uvierten Vaccine 

0,5 ml Paraffincl, Siedebereich 190-240'C (Bayol*F) , 

0,1 ml Sorbitan-trioleat; MW etwa 1050, 

0/ l ml Polyoxyethylen-sorbitan-trioleat, MW etwa 1300, 

0,2 ml einer L5sung von 40 g der Verbindung der Formel I, 
MW 4750, Gewicbtsverhaltnis Oxyethylen/Oxypropy- 
len-Anteil 8:2, in 100 ml Wasser und 
0,4 ml Glycerin warden gemischt und zu der entstandenen 
Emulsion 5 ml Antigen (Virus diarrhoe /Mucosal disease- 
Antigen) in Wasser und 3,7 ml phosphatgepuf ferte Koch- 
salziesung (PBS) langsam gegeben und vermischt. 

Die entstandene Wasser in (31-Emulsion blieb nach der 
Mischung stabil. 

Wenn anstelle von Bayol^F Drakeol\ Marcol*52, Paraffin- 
fil (rein weiB Merck) oder Miglyol* verwendet wurde, ent- 
standen eben falls stabile Emulsionen. 


Wirksamkeit und V ertraalichkeit 

Die Vaccine (je 3 ml) wurde Kaninchen subkutan verab- 
reicht. Als Vergleich diente eine Vaccine, die 5 ml 
AntigenlCsung und 5 ml Complete Freund's Adjuvans (FCA) 
enthielt. 


WShrend diese 3 Wochen nach der Applikation- 
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Injektionsstelle twa 30 Millixnet r groB Verh&rtungen 
z igte, waren die Verh&rtungen b i der rf indungsgem&B 
mit Bayol F adjuviert n Vaccine lediglich erbsengroB. 

Im Neutralisationstest wurden die AntikGrper gegen VD/MD 
Virus bestimmt. Der Titer der Seren von Kaninchen, die 
mit FCA enthal tender VD/MD-Vaccine geimpft worden waren, 
war 1:140; erf indungsgem&B mit Bayol F 1:500. 


Beispiel 2 

In Beispiel 1 wurde anstelle von VD/MD-Antigen MKS-Anti- 
gen verwendet. Die Vaccine (je 0,4 ml) wurde MSusen 
appliziert. 3 Wochen danach wurden die Tiere mit MKS- 
Virus belastet. Dabei wies die Vaccine eine 50 %-schttt- 
zende Dosis ( PD 5q) von 4/3 auf. 

Vergleich: FCA-haltige MKS-Vaccine 0,2 PD 50 - 


Beispiel 3 

Vaccine A 0,5 ml ParaffinSl Marcol*52 

0,1 ml Sorbitan-trioleat, MW ca. 1050, 
0,1 ml Polyoxyethylen-sorbitan-trioleat , 

MW etwa 1300, 
0,2 ml einer LCsung von 40 g der Verbindung 
der Formel I, MW 4750, Gewichtsver- 
bSltnis Oxyethylen/Oxypropylen-Anteil 
8:2, in 100 ml Wasser, 
0,4 ml Glycerin und 
0,5 ml Saponin, 1 %ig in Wasser, 
wurden gemischt. Danach wurden 5,0 MKS-Antigen und 3,2 ml 
PBS zugemischt. 


Vaccine B 5,0 ml FCA und 

5,0 ml MKS-Antigen. 


- t> - 
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Vaccine C Wie Vaccine A aber ohne Saponin. 

Mit diesen 3 Vaccinen wurden Maus immunisiert und 3 
Wochen nach Xmpfung mit infektidsem MKS-Virus belastet. 
Die Resultate waren wie folgt: 

Vaccine A 3,7 PD 5Q /0,4 ml 

VaccineB 0,2 PD 5Q /0,4 ml 

Vaccine C 0,8 PD 5Q /0,4 ml. 

Dieses Beispiel zeigt, daB durch Zugabe von Saponin die 
immunstimulatorische Wirkung der Blvaccinen noch erheb- 
lich gesteigert werden kann. 


Beispiel 4 

0,5 ml ParaffiniSl? Siedebereich 190-240 e C, 

0,1 ml Sorbitan-trioleat; MW etwa 1050, 

0,1 ml Polyoxyethylen-sorbitan-trioleat, MW etwa 1300, 

0,2 ml einer LCsung von 40 g der Verbindung der Formal 
I, MW 4750, Gewichtsverhaltnis Oxyethylen/Oxy- 
propylen-Anteil 8:2, in 100 ml Wasser, 

0,4 ml Glycerin und 

8,7 ml PBS 

wurden zu einer Emulsion gemischt und MSusen je 0,2 ml ' 
s.c. appliziert. 3 Tage spater wurden diese Mause sowie 
unbehandelte Mause mit einer tedlichen Dosis MKS-Virus 
oder V. cholerae belastet. Wahrend alle unbehandelten 
Tiere starben, iiberlebten von denen, welche die Blemul- 
sion erhalten hatten, bei der Gabe von 

V. cholerae 50 % und von 

MKS-Virus 60 %. 


- 7 - 


01 87286 


Dies zeigt, daB mit diesen PrSparationen eine Immun- 
stimulation erreicht wird, die nicht auf ein r Bildung 
von AntikCrpern b ruht, die sich aber in einer erhChten 
Resistenz gegenilber tCdlichen Virus- und Bakterienin- 
fektionen manifestiert (Paraimmunity), 

Beispiej 5 

Herstellung einer adjuvierten Vaccine 

0,5 ml Paraffincl; Siedebereich 190-240°C (Bayol*F) , 
0,1 ml Sorbitan-monooleat; MW etwa 1050, 
0,1 ml Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat, MW etwa 1300, 
0,2 ml einer LCsung von 40 g der Verbindung der Formel I, 

MW 4750, GewichtsverhSltnis Oxyethylen/Oxypropy- 

len-Anteil 8:2, in 100 ml Wasser 
wurden gemischt und zu der entstandenen Emulsion 5 ml 
Antigen (Virus diarrhoe/Mucosal disease-Antigen) in 
Wasser und 4,1 ml phosphatgepuf ferte KochsalzlCsung (PBS) 
zugegeben und vermischt. 

Die entstandene Wasser in 01-Emulsion blieb nach Zentri- 
fugation stabil. 

Wenn anstelle von Bayol*F, Drakeol*, Marcol*52, Paraffin- 
£1 (rein weiB Merck) oder Miglyol* verwendet wurde, ent- 
standen ebenfalls stabile Emulsionen. 

Wirksamkeit und VertrMqlichkeit 

Die Vaccine (je 3 ml) wurde Kaninchen subkutan verab- 
reicht, Als Vergleich diente eine Vaccine, die 5 ml 
Antigenlosung und 5 ml Complete Freund's Adjuvans (FCA) 
enthielt. 
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Wahrend di se 3 Wochen nach der Application an der 
Injektionsstell etwa 30 Millim ter groBe Verhartungen 
zeigte, waren die Verb&rtung n bei der erf indungsgemaB 
nit Bayol*F adjuvierten Vaccine lediglich erbsengroB. 

im Heutralisaticnstest warden die Antikbrper gegen VD/MD 
Virus bestimmt. Der Titer der Seren von Xaninchen, die 
mit FCA enthal tender VD/MD-Vaccine geiapft worden waren , 
war 1*140; erfindungsgemaB mit Bayol*F 1:500. 


Beispiel 6 

In Beispiel 5 wurde anstelle von VD/MD-Antigen MKS-Anti- 
gen verwendet. Die Vaccine (je 0,4 ml) wurde Mausen 
appliziert. 3 Wochen danach wurden. die Tiere mit MRS- 
Virus belastet. Dabei wies die Vaccine eine 50 %-schtit- 
zende Dosis (PD 5Q ) von 4,3 auf. 

Vergleich: FCA-haltige MKS-Vaccine 0,2 PD 50 . 


Beispiel 7 

Vaccine A 0,5 ml ParaffinSl Marcol^ 

0,1 ml sorbitan-monooleat, MW ca. 1050, 

0,1 ml polyoxyethylen-sorbitan-monooleat, 

MW etwa 1300, 
0,2 ml einer LCsung von 40 g der Verbindung 
der Formel I, MW 4750, Gewichtsver- 
haltnis Oxyethylen/Oxypropylen-Anteil 
8:2, in 100 ml Wasser und 
0,5 ml Saponin, 1 %ig in Wasser, 
wurden gemischt. Danach wurden 5,0 ml MKS-Antigen und 3,6 
ml PBS zugemischt. 

Vaccine B 5,0 ml FCA und 

5,0 ml MKS-Antigen. 
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Vaccine C Wie Vaccine A aber ohne Saponin. 


Mit diesen 3 Vaccinen wurden Mfiuse immunisi rt und 3 
Wochen nach Impfung mit infektitisem MKS-Virus belastet. 
Die Resultate varen wie folgt: 


Dieses Beispiel zeigt, daB durch Zugabe von Saponin die 
immunstimulatorische Wirkung der Olvaccinen noch erheb- 
lich gesteigert werden kann. 

Beispiel B 

0,5 ml ParaffinCl; Siedebereich 190-240°C, 

0,1 ml Sorbitan-monooleat; MW etwa 1050, 

0,1 ml Polyoxyethylen-sorbitan-roonooleat,. MW etwa 1300, 

0,2 ml einer LBsung von 40 g der Verbindung der Formel 
I, MW 4750, GewichtsverhSltnis Oxyethylen/Oxy- 
propylen-Anteil 8:2, in 100 ml Wasser und 

9,1 ml PBS 

wurden zu einer Emulsion gemischt und MSusen je 0,2 ml 
s.c, appliziert. 3 Tage spfiter wurden diese M5use sowie 
unbehandelte MSuse mit einer tCdlichen Dosis MKS-Virus 
Oder V. cholerae belastet. WShrend alle unbehandelten 
Tiere starben, Uberlebten von denen, welche die tilemul- 
sion erhalten hatten, bei der Gabe von 

V. cholerae 50 % und von 

MKS-Virus 60 %. 


Vaccine A 


Vaccine C 


Vaccine B 


3,7 *D 50 /0,4 ml 
0,2 PD 50 /0,4 *1 
0,8 PD,- n /0,4 nl. 
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Dies zeigt, daB auch mit diesen PrSparationen eine 
Immunstimulation erreicht wird, die nicht auf einer 
Bildung von AntikCrpern beruht, die Bich aber in einer 
erhfihten Resistenz gegentiber ttidlich'en Virus- und Bakte- 
rieninfektionen manifestiert (Paraimrounitat) . 
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B ispiel 9 

Vaccine A 0,5 ml Paraffincl Marcol*52 

0,025 ml Sorbitan-monooleat; MW etwa 1050 
0,025 ml Polyoxyethylen-6orbitan-m0nooleat, 

MW etwa 1300 
0,5 ml einer Losung von 40 g der Verbindung 
* der Formel I, MW 4750, Gewichtsver- 
hSltnis Oxyethylen/Oxypropylen-AnteH 
8:2, in 100 ml Wasser 
wurden gemischt, danach wurden 5,0 ml MKS-Antigen und 
3,95 ml PBS zugemischt. 

Vaccine B 0,5 ml ParaffinBl Marcol* 52 

0,025 ml Sorbitan-monooleat; MW etwa 1050 
0,025 ml Polyoxyethylen- sorbitan-monooleat, 

MW etwa 1300 
0,5 ml einer Losung von 40 g der Verbindung 
der Formel 1, MW 4750, Gewichtsver- 
hSltnis Oxyethylen/Oxypropylen-Anteil 
8:2, in 100 ml Wasser 
0,4 ml eine Suspension von 20 g Kieselgur 
(Filtercel*) in 100 ml 0,1 jtiol 
Phosphatpuffer pH 7,3 
wurden gemischt,- danach wurden 5,0 ml MKS-Antigen und 
3,2 ml PBS zugemischt. 

Mit diesen beiden Vaccinen wurden Mause immunisiert und 3 
Wochen nach Impfung mit infektibsem MXS-Virus belastet. 
Die Resultate wafen wie folgt: 

Vaccine A 3,2 PD 5Q /0,4 ml 

Vaccine B 6,8 PD 5Q /0,4 ml 

Dieses Beispiel zeigt, daB durch Zugabe von Kieselgur di< 
immunstimulatorische Wirkung der Olvaccine noch gestei- 
gert werden kann. 


Patentansprttche t 
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1. Vaccine enthaltend eine v&ssrige AntigenlOsung und 
eine Adjuvans-Emulsion gekennzeichnet durch einen 
Gehalt an einem 01, einem Sorbitan-oleat, einer 
Verbindung der Formel I 

HO (CH 2 0) a <CHCH 2 0) fa (CHjCl^O) c H I 

c!h 3 

mit einem Molekulargewicht von 4000 bis 5500, wobei a 
und c statistisch gleich Bind und b eine solche Zahl 
bedeutet, daB das GewichtsverhSltnis de& Oxyethylen- 
anteils zu dem Oxypropylenanteil 7:3 bis 9:1 ist, 
gegebenenfalls einem Polyoxyethylen-sorbitan-monoole- 
at, gegebenenfalls Glycerin und gegebenenfalls weitere 
Adjuvantien. 

2. Vaccine nach Anspruch l r dadurch gekennzeichnet, daB 
sie eine Adjuvans-Emulsion enthSlt, die 5-20 ml, 
vorzugsweise 8-12 ml, eines 01s, vorzugsweise Mineral- 
01, 0,5-10 ml, vorzugsweise 1-5 ml, Sorbitan-oleat und 
0,5-10 g, vorzugsweise 1-4 g, einer Verbindung der 
Formel I auf 100 ml enthait. 

3. Vaccine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie eine Adjuvans-Emulsion enthSlt, die 0,5-10 g, 
vorzugsweise 0,5-4 g, eines Polyoxyethylen-sorbitan- 
monooleats und gegebenenfalls 0,5-10 ml, vorzugsweise 
0,5-3 ml. Glycerin auf 100 ml enthfilt. 

4. Vaccine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das VolumenverhSltnis von wSssriger AntigenlOsung zu 
Adjuvans-Emulsion 0,05 bis 0,3, vorzugsweise 0,1 bis 
0,2 betrSgt. 

5. Vaccine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie weit rhin ein roineralisches Adjuvans, Saponin und/ 
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d r einen alt adjuvierend bakannt n Pflanzenextrakt 
nthBlt. # 

6, Verfahren zur H rstellung iner Vaccin nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet , da 6 einer AntigenlOsung ein 
01 , ein Sorbitan-oleat, eine Verbindung der Formel 1, 
gegebenenfalls ein Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat, 
gegebenenfalls Glycerin und gegebenenf alls ein 
saineralischea Ad ju vans, Saponin und/ Oder ein als 
adjuvierend bekannter Pf lanzenextrakt zugesetzt wird. 

7* Verfahren zur Herstellung einer Vaccine nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, dafi das 01, das Sorbitan- 
oleat, die Verbindung der Formel I, gegebenenfalls das 
Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat, gegebenenfalls das 
Glycerin und gegebenenfalls das mineral ische Adjuvans, 
Saponin und/oder ein als adjuvierend bekannter Pflan- 
zenextrakt miteinander vermischt und iait einer wSssri- 
gen Phase emulgiert verden, bovor sie der Antigen- 
lCsung zugesetzt werden. 
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